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Abstract: 


The invention relates to detection 
methods for the in vitro determination 
of the allergen corresponding with an 
allergy, which is carried out by first 
making the blood sample taken from an 
individual incoagulable, then allowing 
different layers to form, and using the 
supernatant, i.e. the serum layer with 
the white blood corpuscles, for the 
detection, which is characterised in that 
a small amount of the supernatant is 
mixed with a small amount of a solution 
of the test allergen to be tested, the 
vessel is closed, the sample is left to 
incubate for an adequate time and is 
subsequently centrifuged, about 0.1 ml 
is removed, and the release products of 
the cell are measured and compared 
with a control. 




Claims: 


Patent ansprueche 1 . 
Nachweisverfahren zur in vitro- 
Bestimmung des bei einer Allergie 
korrespondierenden Allergens, zu 
dessen Durchfuehrung man die einem 
Individuum entnommftne Blutnrohe 
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@ Naehweisverfahren zur in Vitro- Bestimmung des bei einer Allergie korrespondierenden Allergens 

Die Erfindung betrifft Nachweisverfahren zur in vitro- 
Bestimmung des be! einer Ailergie korrespondierenden Aller- 
gens, zu dessen DurchfOhrung man die bei einem Indlviduum 
entnommene Biutprobe zuerst ungerinnbar macht, dann ver- 
schiedene Schlchten sich ausbllden laBt, und den Oberstand, 
d.h. die Serumschicht mit den wei8en Blutkorperchen zum 
Nachwels verwendet, das dadurch gekennzeichnet ist, daB 
man eine geringe Menge des Oberstandes mit einer geringen 
Menge einer Losung des zu prOfenden Test-Allergens ver- 
setzt, das Gefa6 verschlieBt, die Probe eine ausreichende 
Zeit inkubieren laBt. anschlleBend zentrifuglert, etwa 0,1 ml 
entnimmt. die Freisetzu ngsprodukte der Zelle miBt und sie mit 
einer Kontrolle vergleicht (31 47 763) 
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Patentanspriiche 

^^^TT^ Nachwelsverfahren zur in vitro-Bestiiranung des bei einer 
Allergie korrespondierenden Allergens/ zu dessen Durchftihrung 
man die eineih Individuum entnoimnene Blutprobe zuerst unge- 
rinnbar macht, dann verschiedene Schichten sich ausbilden 
laBt und den Ober stand/ d.h. die Serumschicht mit den weiBen 
' * "Blutkorperchen ziun Nachweis verwendet/ d a d u r c h 

gekennzeichnet / dafi man eine geringe Menge/ 
vorzugsweise 0,1 ml des Oberstandes mit einer geringen 
Mehge, vorzugsweise etwa 0,2 ml ein^r Losung des zu priifen- , 
den Test-Allergens versetzt/ das GefaB verschlieBt, die 
Probe eine ausreichende Zeit inkubieren ISBt/ anschlieBend 
vorzugsweise zentrif ugiert / etwa 0,1 ml entnimmt und die 
Freisetzungsprodukte der Zelle miBt und sie mit einer 
Kontrolle vergleicht. 

2. Nachwelsverfahren nach Anspruch 1# dadurch 
gekennzeichnet , daB man zum Nachweis der 
aus der Zelle f reigesetzten Proteasen Oder Peptidasen eine 

V/st - 2 - 

r (089) 988272 Tdegnmine: Bankkonten: Hypo-Bank MDnchen 4410 122850 

BERGSTAPFPATENT MQndien (BLZ 70020011) SuriA Code: HYPO DE MM 

' 98 82 74 TELEX: Bayec Verdnsbank MOnchen 453 100 (BLZ 700 202 70) 

983310. 0524560 BERO d Postscheck MQncben 65343-808 (BLZ 70010080) 



BNSDCX^ID: <DE ^3147763A1 J_> 



3-147763 W' . ": ' -• . i 

1 ■ • • * > • 

- 2 - 

geringe Menge, vorzugsweise O^l - 0^5 ml des Zentrifugat- 
iaberstandes mit vorzugsweise 3 ml einer 0,1 molaren 
Puf f er losxiiig , die auf elnen schwach sauren pH eingestellt 
ist und einen durch Proteasen oder Peptidasen spaltbaren 
Indikator enthalt, versetzt und die erhaltene,. mit Uber- 
stand und Indikator gut durchmischte Pufferlosung in eine 
MeBkiivette eingibt, die durch die Indikatorspaltprodxikte 
verrursachte Extinktionsanderung pro Zeiteinheit photometrisch 
mi fit und mit einer .Kontrollprobe ohne das zu priifende Test- 
Allergen vergleicht. . 

3. Nachweisverfahren nach Anspruch 1^ dadurch 
gekennzeichnet , da6 man zum Nachweis der 
aus der Zelle f reigesetzten alkalischen Phosphatase eine 
geringe Menge, vorzugsweise 0^05 ml des Zentrif ugatiiber- 
standes mit vorzugsweise 3 ml einer alkalischen Pufferlosung , 
die einen durch alkalische Phosphatase spaltbaren Indikator 
enthalt^ versetzt und die erhaltene^ mit tJberstand und 
Indikator gut durchmischte Pufferlosung in eine Mefikiivette 
eingibt, etwa wahrend 3 bis 5. min. die Extinktionsanderung 
photometrisch miflt und mit einer Kontrollprobe ohne das 
zu prtifende Test-Allergen vergleicht. 

4. Nachweisverfahren nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , dafl man zum Nachweis gerin- 
nungshemmender Spaltprodukte , vor allem des Heparins , eine 
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geringe Menge, vorzugsweise etwa 0^05 ml menschliches Blut 
durch Natriumcitrat ungerinnbar machtr die Zeit der Gerlnnungs- 
hemmung durch die genannten Substanzen dadurch mlBtr dafl die 
durch Natriumcitrat bewirkte Gerinnungshemmung durch Zusatz 
eines Oberschusses an Calciumionen riickgangig gemacht wlrd 
und die durch die gerinnungshemmenden Spaltprodukte bewirkte 
Gerinnungshemmung dadurch gemessen wlrd, dafl man die Zeit 
bis zum erst en Auftreten eines Gerinsels miBt und mit einer 
Kontrollprobe ohne das zu priifende Test-Allergen vergleicht. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 und Anspruch 2, dadurch 
gekennzelchnet , dafl man zum Nachweis von ^ 
Proteasen als Indlkatoren l-Leucln-p-nitroanilid, 1-Leucin- 
B-naphthylamid, Leucin-hydrazin , 1-Leucin~amid/ 1-Iieucyl- 
glycin, 1-Leucylalanin, Haemoglobin, Serumproteine , Rinder- 
albumin. Casein , Sulf anilamldcaseln , Edestin, radioaktiv 
marklertes Albumin und Haemoglobin . verwendet und jeweils 

bei entsprechender Wellenlange photometrisch mlBt. 

6. Nachweisverf ahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzelchnet r daB man zvun Nachweis von Phos- - 
ptiatase Phenolphthalein-monophosphat , Phenolphthaleln- 
dlphosphat , 4-Nltrophenylphosphat , p-Nltrophenylphosphat , 

2 , 6-Dibromchinonchloridphosphat , B-Glycerophosphat , B-Naph- 
thylphosphat r Phenolphosphat , Phosphors^ureester von Flures- 
cin, Eosln, 4-Methol-7-oxy-ctamarin und 3-Hydroxy-2-naphth- 
anilld und 4-Methylbelliferylphosphat als Indlkator verwendet 
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und jeweils bei entsprechenaer Welleniange die freigesetz- 
ten Spaltprodukte photometrisch mlBt. 

7. Nachweisverfahren nach Anspruch !# dadurch 
gekennzeichnet , daB man eine geringe Menge, 
vorzugsweise 0,05 ml des ttberstandes mit einer geringen Menge, 
vorzugsweise 0,1 ml einer isotonen PenicLllinlosting (lO - 10 
JE/ml) und gleichzeitig mit einer geringen Menge, vorzugs- 
weise 0,05 ml einer isotonen 4-40 millimolaren Phenol- 
phthaleinmonophosphatlosung versetzt, 1/4 bis 2 h inkubiert, 
mit Alkali, vorzugsweise einer Mischiang aus DiSthanolamin 
und Alkohol auf einen pH von etwa 10 - 12 einstellt und 
die Extinktion nach etwa 15 min. photometrisch bestimrot. 
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In den vergangenen Jahrzehnten haben allergische Erkran- 
kungen allgemein sehr zugenommen. Eine Allergie bedeutet, 
daB der gesamte menschliche Organismus au£ bestinunte Sub- 
stanzen, die mit ihm zusanunaenkoromenr in auBergewohnlicher 
Art und Weise reagxert. Es konnen hierbei Allergien vom 
Soforttypr vom Arthus-Typ, Kontaktallergien und Allergien 
vom verzogerten Typ unterschieden werden (Allergien I bis IV 
nach Coombs) • 

ft 

Fiir die Bestimmung der ftir Allergien kausativen Allergene 
gibt es unterschiedliche Nachweismethoden , wie beispiels- 
weise die Intrakutanteste und Epikut an teste, bei denen das 
korrespondierende Allergen in die Haut eingebracht wird. 
Diese Tests belasten den Patienten und k5nnen ihn sogar 
gef Mhrden. 

Es gibt ferner Labormethoden , die jedoch den Nachteil haben, 
daB sie umstandlich und teuer sind- und dafi vielfach radio- 
aktives Material zur Ablesung verwendet werden muB. 

Es fehlt jedoch bislang noch immer ein Nachweis verf ahren , 
das es gestattet, ein weites Feld von Allergenen auBerhalb 
des Korpers zu erfassen, ohne das Individuum durch mehr 
als eine Blutentnahme zu belasten xmd es durch Schock- 
gefahrliche Allergene zu gefahrden- Ein seiches Nachweis- 
verfahren soil einfach durchzuf iihren und moglichst ohne 
Verwendung radioaktiver Substanzen ablesbar sein. 

- 2 - 
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Alle vier Allergie-Typen haben eines gemeinsam, namlich 
die Reaktion jeder Zelle bzw. Zelloberf lache des gesamten 
Organismus auf ein Allergen. Koitimen besonders Lymphocyten 
eines Spenders, der an einer allergischen Erkrankung leidet, 
mit dem der Allergie korrespondierenden Allergen zusammen, 
so war es..bekanntr daB sich zuerst die elektronegative 
Oberf ISchenladung der Zelle erniedrigt und es dann. sehr 
schnell zu einer Transmineralisation von Kalivunionen und 
Natriiamionen kommt, was mit der VerSnderung der Oberflachen- 
ladling der Zelle zusaimnenhangt . 

Es wvirde nunmehr iiberraschend gefunden, daB die Zellen 
eines Allergikers bestirointe Substanzen, vor alleiti Enzyme 
und Heparin freisetzen, wenn sie mit dem korrespondierenden 
Allergen in Kontakt gebracht werden. Wahrehd bisher l^dig- 
lich bekannt war, daB hierbei Histamin und andere allergi- 
sche Mediatorsubstanzen zu K6rperrea,ktionen fiihren konnen, 
wurde nunmehr gefunden, daB in einem geschlossenen System 
durch Zugabe bestimmter Indikatoren eine Allergie bzw. 
das die Allergie erzeugende Allergen als Ursache der Aller- 
gie erkannt werden- kann. Das erfolgt durch die Spaltung 
zugesetzter Indikatoren durch aus der Zelle freigesetzte 
Enzyme oder durch die Gerinnungshemmung von Blut als Indi- 
katorsystem fiir freigesetzte Gerinnungshemmsubstanzen wie 
z.B. Heparin (im folgenden Gerinnungshemmf aktor genannt) . 

- 3 - . 
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Der vorliegenden Erfindung liegt demnach folgendes Prinzip 
zugrunde : 

Isolierte Zellen des peripheren Blutes verandern sichr wenn 
sie von einem Allergiker stammen und mit demjenigen Aller- 
gen> durch das der Allergiker krank wird, in vitro in Kon- 
takt gebracht werden: Die Zelloberf ISche wird undicht und 
es werden bei den Allergie-Typen I bis IV bestimmte Sub- 
stanzen in <Jie Umgebung abgegeben, die ihrerseits bestimmte 
zugesetzte Indikatoren spalten, deren Spaltprodukte .ge— 
messen werden konnen. 

Bei den aus der Zelle freigesetzten und fiir den vorliegenden 

Nachweis verwendbaren Substanzen handelt es sich vor allem 
nm Proteasen sowie um Phosphatase und Gerinnungshemmf aktoren. 

Das Freiwerden von Proteasen aus der Zelle la5t sich mit 
einem geeigneten Indikator feststellen^ dessen Spaltprodukte 
dannphotometrisch mit einer Farbreaktion gemessen werden 
konnen. Ungeeignet als Indikatoren sind solche Substanzen, 
gegen die der Patient allergisch ist. Geeignete Indikatoren^ 
hierfiir sind beispielsweise: 

l-'Leucin-p-nitroanilid , l-*Leucin-6-naphthy lamid / Leucin- 
hydrazin, 1-Leucinamid, 1-Leucy Iglycin , 1-Leucylalanin , 
Haemoglobin, Serumproteine, Kinder a Ibximin, Casein, Sulf- 
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anililamidcasein, Edestin, radioaktiv inarkiertes Albumin 
und Haemoglobin. Bevorzugt wird 1-Leucin-p-nitranilid. 

Die Freisetzung von Proteasen als Erkennungszeichen einer 
Allergie laBt sich dort nutzbar machen, wo Allergene ver- 
wendet werden, die selbst nicht durch Proteasen zerstort 
werden und die selbst keine Feannenthemmer sind. Allergene r 
die aus sehr enzymanfailigen, labilen Proteinen bestehen, 
z.B. einige Virusproteine land durch diese Proteasen selbst 
zerstort werden, konnen daher in dem erf ingungsgemaBen Prote- 
asen-Freisetzungstest nicht eingesetzt werden. 

Das Freiwerden von Phosphatase aus dem Zellinnern laBt sich 
mit solchen Substanzen als hierfiir geeignete Indikatoren 
feststellen, die durch Phosphatase, gespalten werden und deren 
Spaltprodukte sich photometrisch nachweisen lassen. Beispiele 
hierfiir sind: 

Phenolphthalein-monophosphat , Phenolphthalein-di-phosphat , 
p-Nitrophenylphosphat , 2 , 6-Dibromchinochloridphosphat , 
B-Glycerophosphat, 8-Naphthylphosphat , Phenylphosphate 
{besonders f tir die saure Phosphatase) , Phosphorsaureester 
von Florescin^ Eosin, 4-Methol-7-oxy-cumarin und 3-Hydroxy- 
2-naphthanilid, weiter 4-Methylvunbellif eryl-phosphat . Be- 
vorzugt wird hierfiir Phenolphthalein-mbnophosphat verwendet, 
Auch hier sind wlederum Substanzen ungeeignet, gegen die 

- 5 - 
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der Patient allergisch ist. 

Im Phosphatase-Freisetzungstest konnen kelne Allergene ver- 
wendet wprdeii/ die selbst Phosphatase enthalteii/ weil diese 
den Test verfalschen wiirden. So enthalten z,B. Rohpollen- 
Suspensionen bzw. deren Rohextrakte selbst Phosphatase. Die 
Phosphatase hat den Vorteil# daB sie hitzestabil ist, daB 
dieser Test relativ robust ist und auflerdem nicht durch 
Fermentgifte gehemmt wird. So konnen hiermit beispielsweise 
Antibiotika-Allergien nachgewiesen werden. 

Neben den obengenannten Enzymen gibt die Zelle - und hier- 
zu gehoren in erster Linie Makrophagen und groBe Lymphocyten - 
Gerinnungsheiranfaktoren wie z.B, Heparin/ frei. Als Indikator- 
system fur den Nachweis dieser Hemmf aktoren dient die Ver- 
zogerung der Gerinnungszeit von Blut. 

Im Gerinnxingstest konnen keine Allergene verwendet werden / 
die selbst gerinniongshemmend wirken* So ist z.B. im Gerinnungs- 
hemmtest kein Bienengift als Test-rAllergen anwendbar, da 
Bienengift selbst, das ein sehr starkes Allergen sein kann, 
die Gerinnung hemmt. Gleiches gilt fur bestiramte Insekten- 
gifte und fiir Schlangengif te , wie sie als Bestandteile in 
einigen Arzneimitteln enthalten sind, Ebenso lassen sich 
keine Allergene verwenden, die selbst EiweiBf allungsmittel 
sind, da hierdurch ein Gerinnungsvorgang vorgetSuscht wird; 

- '6 - 
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EiwelBf allxmgsmi-btel sind beispielsweise Quecksilberverbin- 
dungen. 

Daml-t freigesetzte Gerinnungshemmfaktoren nachgewiesen 
werden k5nnen, muB das Blut durch Zusatz von Natriumcltrat 
ungerinnbar gemacht werden. In dieser Phase konnen die 
Zellen mit dem Allergen reagieren, wodurch zelleigene 
Gerinnungshemmfaktoren freigesetzt werden. Die Zeit der Ge- 
rinnungshemmung wird dadurch gemessen, daB die Gerinnungs- 
heiranung durch Natriumcitrat durch Zusatz eines Oberschusses 
an Calciiimionen (Fallung) riickgangig gemacht wird. Die jetzt 
sichtbare Gerinnungshemmung geht nur noch auf zelleigene 
Heininfaktoren zuriick. 

Eine praktische Art der Durchfiihrung dieser Bestimmungsmetho- 
de ist folgende: 

(1) Blut des Patienten wird mit Natriumcitrat ungerinn- 
bar gemacht. 

(2) Durch Zusatz des Allergens werden aus den Leukozyten 
Gerinntmgshemmfaktoren £reigesetzt. 

(3) Das gleiche Blut wird durch Zusatz eines tJberschusses 

von Calciumionen, vorzugsweise Calciumglukonat Oder GaCl2f 
und Inaktivierung des Natriumcitrates wieder gerinnbar 

- 7 - 
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gemacht^ so daB sich jetzt nur noch die Gerinnimgsheininung 
durch diese Paktoren auswirkt. Die Bildung von Pibrin- 
faden (Blutgerinnung) wird sichtbar, wenn in kurzzeiti- 
geri iOjstanden Glaskapillaren durch das Blut hindurchge- 
zogen werden. 

Nonnalerweise kommt es beim Blut eines Gesunden bzw. bei 
einem Nichtallergiker ohne Zusatz eines Allergens innerhalb 
von 3-4 Minut.en zur Blutgerinnung, d.h. zur Ausfallung von 
Pibrinfaden im Blut. Wurden jedoch durch Wirkung des Aller- 
gens aus den Leucozyten Gerinnungshemmf aktoren freigesetzt, 
so kann diese Blutgerinnung bis zu 28 min. verzogert werden. 
Dieser Vorgang ISBt sich sehr leicht auf folgende Weise ver- 
folgen \ind messen: 

Solange das Blut noch nicht geronnen ist / schreibt die Gla's- 
nadel durch das Blut hindurch; bei beginnender Blutgerinnung 
lagern sich die Pibrinfaden urn die Glasnadel und nehmen den 
Blutkuchen/ der sich inzwischen gebildet hat, mit. 

Zusairanenfassend ergibt sich somit/ daB durch ein Allergen 
aus den weifien Blutkorperchen in jedem Falle bestimmte 
Substanzen freigesetzt werden, Fermente und Gerinnungshemm- 
f aktoren; die Fermente las sen sich mit entsprechenden Indi- 
katoren, mit denen man Farbreaktionen erzeugen kann, nach- 
weisen, bei gerinnungshemmenden Zellsubstanzen wie z.B. 
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Heparin, wird das Gerinnungs system des Blutes als Indikator 
verwendet . 

Das erf indungsgemaBe Nachweisverf ahren wird ftir. freigesetzte 
Fermente, beispielsweise auf die Weise durchgef iihrt , daB 
voin Patienten 4 bis 12 cm^ Blut abgenommen werden, das auf 
bekannte Weise z.B. dtirch Citratzusatz ungerirmbar gemacht 
und 1 Stunde, z.B^ in langen SenkungsrShrchen, ruhig stehen- 
gelassen wird? hierdurch setzen sich die Blutbestandteile 
in verschiedenen Schichten ab* Die Schicht mit den roten 
Blutkorperchen wird verworfen. Die Plasmaschicht mit den 
weifien Blutkorperchen wird fur die weitere Untersuchung 
verwendet, wobei einzelne untergemischte Erythrozyten nicht 
storen. 

Pie Plasmaschicht wird auf die Versuchsansatze verteilt. 
Hinzu werden die Indikatorl5sung iind das zu testende Aller- 
gen zugesetzt. Einem Vergleichsansatz (Kontrolle) wird 
kein Allergen beigegeben. Dieser Vergleichsansatz soil Aus- 
kunft uber die Fermentf reigabe nicht Allergen-provozierter 
Leukozyten geben und dient beim spateren photometrischen 
Vergleich als Nullwert. Alle AllergenansStze und der An- 
satz ohne Allergen werden in gleicher Zusammensetzung dop- 
pelt angelegt und jeweils einer davon sofort, eventuell 
nach Zugabe von Ableselosungen, photometrisch ausgewertet. 
Dies dient zur Bestimmung des Leerwertes (E^) . Die rest- 
lichen Ansatze laflt man eine halbe bis drei Stunden reagieren, 
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der normierten Verhaltnisse wegen am besten luftdicht ver- 
packt im Brutschrank. 

Fiir jede einzelne Aller glebes timinung werden ein geringe 
Menge, d.h, 0,1 bis 0,2 ml Plasma mit dem zu priifenden Aller- 
gen vermischt. Die Menge des zu priifenden Allergens steht 
mit der Temperatxir sowie der Zeitdauer der Inkubation In 
Beziehxmg. So wird z,B. bei dreistOndlger Inkubation ( 37*^0 
im Falle einer Neuroallergie berelts mit 10-20 ug encephalito- 
genem Protein elne Allerglereaktion nachgewlesen. Bel Peni- 
cillin sind 1 mg Penicillin G pro ml Plasma ausrelchend. 
Bei korpuskularen Antigenen, z.B. Pollen, geht man von 
I-IO mg/ml Plasma aus. Bei protelnhaltigen Pollenextrakten 
von 6O-200 mg/ml Plasma. Verringert man die Temperatur auf 
+10** bis +15 so muB eine Inkubationszelt von 8 bis lO h 
gewahrleistet seln, ehe sich spezifische Onterschiede zwlschen 
dem Vergleichs- und dem Priif ungsansatz abzelchnen. Dabei 
ist darauf zu achten, daB die Ansatze nicht ausflocken 
(feuchte Kammer) , well sonst hypertone Losungsbedingungen 
entstehen, die die Freigabe von Fermenten behindern. 

Bei der photometrischen Auswertung f indet ein einfaches 
Eppendorf-Photometer Verwendving. Vergleichsansatze (Kontrol- 
len) werden in ihrer Extinktion mit den Versuchsansatzen 
verglichen. 

Bei der Phosphatasereaktion, bei der Phenolphthalein frei- 

- lO ^ 



BNSOOCID: <DE. 



.3147763A1J_> 



3U7763 

- }^ - 

gesetzt wird^ gibt man auf bekannte Weise Alkali im Uber- 
schufl zu. Hierdurch konunt es zu einer Rotfarbung des Phenol- 
phthaleins. Diese Rotfarbung des Phenolphthaleins wird photo- 
metrisch vorzugswelse im GriSnbercich des Photometers bei 
550 bis 555 nm gemessen. 

Wenn die von der Zelle freigesetzten Proteasen mit den 
Indikatoren reagiert haben, kSnnen diese Reaktionsprodukte 
_ bei entsprechender Wellenlange direkt photometrisch gemessen 
werdena Auch hier erfolgt die Messung im Grtinbereich des 
Photometers, und die photometrische Extinktion der Priif- 
ansatze wird mit dem Kontrollansatz verglichen. 

Far alle Allergene sollten die optimalen Konzentrationen 
im Test ermittelt werden. 

Bei alien drei Varianten des erf indungsgemaBen Verfahrens 
(Protease-Test , Phosphatase-Test und Gerinnungshemmtest) 
sollte der Patient in seinem Blut nicht weniger als 3.000 
und nicht mehr als lO.OOO Leukozyten haben. In diesem Be- 
reich ergibt der Priifansatz zum Vergleichsansatz auswertbare 
und testspezif ische Unterschiede. 

Beispiele fiir auszutestende Allergien sind diejenigen auf 
Pollen von Grasern, Baumen und Bluten. Test-rAllergene ste- 
hen in hoher Reinheit als proteinhaltige Extrakte der ge- 
nannten Pollen' im Handel zur Verfiigung. Bei dieser Bestimmung 
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kann der Protease-Test sowie der Gerinnungstest eingesetzt 
werden^ Pollenextrakte enthalten Phosphatase, weshalb der 
Phosphatase-Test verfSlscht. 

GroBe klinische Bedeutung besitzen Allergien auf verschie- 
dene Antibiotika. Bei der haufigsten Antibiotika-Allergie, 
der Penicillin-Allergie , sind alle drei Testsysteme geeignet. 
Bei der Allergie gegen Tetracycline sollte jedoch der Gerin- 
nungstest nicht verwendet werden, da Tetracycline selbst 
Calcium fallen und damit beim Zusatz von CalciiimtiberschuB 
zuun System eventuelle Verf alschiingen eintreten kSnnen. Bei 
der Ermittlung von Antibiotika-Allergieii/ die einen schnel- 
leren zeitlichen Ablauf bei entsprechender Konzentration 
und Einhaltung der Temperatur von 21 im Inkubator auf- 
weisen^ kann der Gerinnungstest der einfach und arbeits- 
sparend ist, als Suchtest angewendet werden, wenn die Aus- 
testxing auf viele' Antibiotika- bzw. Stof f gruppen angesetzt 
wird. 

Weitere Bedeutung haben fiir das allergische Asthma Allergien 
auf bakterielle Spaltprodukte . Diese sind leicht zu isolie- 
ren. Sie enthalten jedoch Proteasen. Aus diesem Grunde ist 
der Protease-Test fiir die Ermittlung einer bakteriellen Aller- 
gie beim Asthma weniger gut geeignet als der Gerinnungs- 
und der Phosphatase-Test* 

Weitere groBe Bedeutung haben bestlmmte Nahrungsmittel- 
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Alle^gien, wie z.B. Allergien auf bestimmte Proteins von 
Krustentieren. Entsprechende Allergen-Losungen sind im Han- 
del erhaltlich. Mit dlesen Allergen-LBsungen kann am besten 
der Phosphatase-Test oder der Gerlnnungstest durchgefiihrt 
werden. Da bei dlesen protelnhaltigen Allergen-Losungen die 
Freisetzung von Proteasen aus den Zellen zur Zerstorung des 
Allergens und damit zur Limitierxing des Tests fiihren konnte, 
sollte der Proteasetest in diesen speziellen FSllen nicht 
zur Anwendung komitien. Gleiches gilt, wenn eine Allergie 
auf heterologe EiweiBstoff e, beispielsweise gegen Kuhprotein 
(Kuhmilch-Allergie) vorgenommen werden soli. Bei der eben- 
falls nicht seltenen Formol-Allergie kSnnen entsprechende 
Verdiinnungen dleser LSsungen den Leukozyten direkt zugesetzt 
werden. Eine Allergie gegen diese Siibstanz laBt sich mit 
alien drei Testvarianten ermitteln. 

Der Gerinnungsheromtest als weitere, Verf ahr ens variant e eignet 
sich zur Ermittlung s&htlicher Allergien mit Ausnahme der- 
jenigen/ in denen das Allergen selbst die Gerinnungsf ahig- * 
keit des Blutes beeinfluBt- Hierzu gehSren gerinnungshemmende 
Substanzen, wie z,B. proteolytische und f ibrinolytische 
Enzyme (z.B. Schlangengifte, wie sie in Salben und Medika- 
menten zur Behandlung von Thrombosen enthalten sind) , heparin- 
haltige Medikamente und Calciumf allungsmittel. Der Gerlnnungs- 
test eignet sich zur Ermittlung von Pollen-Allergien , zur 
Ermittlung einiger Kontaktallergien, wie z.B, die Chrom- 
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allergie/ die Nickelallergie, die Allergie gegen Silber, 
Bleisalze iind Gold. 

Zur Ermittliing der geeigneten Verf ahrensvariante: Werden bei 
einer Allergie mehrere Allergene als Ursache verdachtigt, 
so mufi zuerst festgestelll: werden, welche der genannten 
Test-Varianten die giinstigste ist, um das verantwortliche 
Allergen zu ermitteln. 

Die primer gtinstigste Test-Variante ist der Gerinnungsheinin- 
test: 

Er erfaBt praktisch alle Allergene, mit Ausnahme- derjeni- 
gen, die das Gerinnungs system selbst direkt beexnf lussen. 
Hierzu gehoren Arzneimittel , die selbst gerinnungshemmend 
wirken, Alle anderen Allergene (z.B. Bliitenpollen, EiweiB- 
extrakte, Antibiotika, Hausstaxab-Milben, u.a.) lassen sich 
mit diesem Test ermitteln. Als nachster, robuster Test mit 
.guter Reproduzierf ahigkeit ist der Phosphatase-^Test anzu- 
sehen. Hier konnen mit Ausnahme der Bliitenpollen, die selbst 
Phosphatase enthalten, praktisch alle iibrigen Allergene 
gemessen werden. Der Protease-Test steht dann immer noch 
als Kontrolltest und als Test fUr bestiramte, besondere 
Aufgaben zur Verfiigung. 
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Beispiel Is Bestinmiunq der f reigesetzten Proteasen 

Man entnimmt einem Individuvun eine Blutprobe xind versetzt 
diese mit Heparin zur Gerinnungshemmung. Nachdem diese Probe 
eine bis eineinhalb Stunden bei Zimmertemperatiir oder bei 
37*^0 iin Brutschrank ruhig gestanden hat^ kann man eine aus- 
reichende Menge an in Plasma suspendierten Levikozyten im 
Ubers-kand abheben. 

Eine geringe Menge, d.h. 0,1 bis 0,2 ml Plasma (Oberstand) 
xmd 0,2 ml isotoner Allergenlosiing , z.B. Bakterienlysat , 
Virus , AntibiotikalSsun gen usw. werden in ein Reagensglas 
gegeben, dieses wird luftdicht verschlossen und wahrend 
vier Stunden in einem ST^'C-warmen Brutschrank gestellt. Da- 
nach schiittelt man die Probe auf , zentrif ugiert und entnimmt 
0,1 ml des uberstandes und gibt diesen in drei ml einer 
0,1 molaren Phosphatpuf f erlOsung, die auf einen pH-Wert. von 
6,5 eingestellt ist und Leucin-p-nitroanilid in einer Kon- 
zentration von 0,7 mM/1 enthalt. Anstelle des Leucin-p-nitro- 
anilids kann auch jedes andere Substrat, das von mehr oder 
weniger unspezif ischen Proteasen oder Peptidasen gespalten 
wird, und dessen Spaltprodukte photometrisch erfaBbar sind, 
fur diesen Zweck verwendet werden. 

AnschlieBend wird der in der Pufferl5sung aufgenommene 
Indikator (0/05 ml) und dem vom Patienten stammenden Probe- 
' anteil (0,05 ml) mit dem Allergen. (0,1 ml) durchgemischt 
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und ein ausreichender Tail hiervon in eine MeBkiivette gege- 
ben, 3 - 4 h inkubiert und im Falle des Leucin-p-nitroanilids 
die Extinktion bei 405 nm Lichtwellenlange bei 25''C bestimmt. 

Besteht eine Allergie gegen das Test- Allergen, so ist die 
Aktivitat, gemessen gegeniiber der Differenz der Kontroll- 
probe ohne Test-Allergen erhoht. 

Mit der vorstehend beschriebenen Variante des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens kSnnen z.B. Antibiotika-Allergien, Infek- 
tions-Allergien , Blutenpollen-Allergien, Bienengift- und 
Wespengift-Allergien erkannt werden. 

Beispiel 2: Bestimmung der freigesetzten alkalischen 
Phosphatase 

Der Versuchsaufbau ist bis zu dem 3- bis 4-stundigem Inku- 
bieren mit dem des Beispiels 1 identisch. 

Es werden 0/2 ml des tiberstandes entnommen und in 0,6 ml 
einer 1-molaren Diathanolamin-Puf f erlosung (pH 9,0 - 12,0) 
eingegeben. Es sind auch alle anderen Phosphatasesub&trate 
geeignet, deren Spaltung photometrisch erfaBbar ist, wie 
z.B. Monophosphophenolphthalein. Die Extinktion wird bei 
555 nm Lichtwellenlange gemessen (Ependorf -Photometer; Filter 
Hg) . 




3147763 



Besteht eine Allergie gegen das verwendete Test-Allergen, 
so ist die Extinktion gegenuber dem Kontrollansatz erhoht. 

Das Verfahren des Beispiels 2 ist ungeeignet fiir Allergene 
mit hohen AktivitSten an Phosphatase, sowie Patienten mit 
hohen Serximaktivitaten an alkalischer Phosphatase. 

Diese Variante des erf indungsgemaBen Verfahrens eignet sich 
zur Ermittlung von Allergien, die durch proteinhaltige 
Allergene hervorgeruf en werden, wie z.B. FischeiweiB, Krebs- 
eiweiB, Kuhprotein (Milchallergie) sowie zur Ermittlung 
von Antibiotika-Allergien, Bienengift- und Wespengift- 
Allergien* Lediglich der Heuschnupfen eignet sich nicht zur 
Allergente stung mit dieser Verf ahrensvariante . 

Beispiel 3: Bestimmiing der f reigesetzten Gerinnungs- 
hemmf aktoren 

Bei diesem Test werden 0,1 ml mit Citrat ungerinnbar ge- 
machtes Blut mit physiologischer , isotoner Kochsalzlosung 
auf das doppelte Volumen verdiinnt. Das Allergen wird bei 
einem Testvolumen von 0,2 ml in isotoner LSsung zugesetzt, 
so dafi sich insgesamt in den dickwandigen gedellten Objekt- 
tragern ein Volumen von 0,3 ml der verdtinnten Blutsuspension 
befinden. Bei zahlreichen Testen auf viele unterschiedliche 
Allergene kann das Testvolumen auch auf die HSlf te reduziert 
werden, wobei dann 0,05 ml Blut mit 0,1 ml der Allergen- 



J 

V ' ^ ' 3147763 



aft 



Lpsung versetz-t werden. Das Gesamtvbliunen dieses Test:ansa'ttzes 
ist dann 0,15 ml. Die Xnktibatlon erfolgt iiber 3 h in der 
feuchten Kairaner bei 37 ®C. Zusatz yon 0,1 ml einer Calcium- 
losung (0^045 molar) r wie beschrieben. Mit diinnen Glas— 
nadeln wird dann in kurzen Abstanden durch-diese Blu-bsuspen— 
sion hindurchgekammt. Nach 3 1/2 bis 4 min. zeigt sich in 
der Kontrolle eine normale Blutgerinnung daran, daB urn die 
Glasnadeln sich die FibrinfSden des geronnenen Blutes wickeln, 
bis schlieBlich .die Glasnadel den gesamten Blutkuchen mit- 
nimmt. In den noch nicht geronnenen Proben bzw. in den 
Proben, wo durch Allergeneinwirkung eine Gerinnungshemmung 
eintritt/ kammt die Glasnadel durch das Erythrozyten- und 
Lebkozyten-Gemisch hindurch und hinterlSBt allenfalls f tlr 
kurze Zeit eine sich rasch verwaschende Spur. Mit einer 
Stoppuhr wird der Verlauf der Gerinnungsprozesse gemessen. 
Dami-b in mehreren Gerinnungsproben die Glasnadel gleich— 
zeitiig durchgef iihrt werden kann, wurde ein Kamm mit vorstehen- 
den Zahnen, die den etwa geschilderten Glasnadeln entsprechen , 
(technisch hergestellt aus Glaskapillaren/ wie zur Haemato- 
kritbestiimnung) verwendetr jedoch am unteren Ende zugeschmol- 
zen) . 

Der Gerinnungstest ist die technisch einfachste Verfahrens- 
variante, umfaBt ein sehr breites Spektrum der unterschied- 
lichsten Allergene und benotigt vor allem keine aufwendigen 
Apparaturen, wie z.B. Photometer. 
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